骨髓增生异常综合征（MDS）是一种表观遗传疾病，基因组高度甲基化是MDS的预后不良因素[@b1]--[@b2]。国际预后评分系统（IPSS）将低危和中危-1归为较低危组[@b3]。欧洲白血病工作组诊治指南[@b4]和美国NCCN指南[@b5]均推荐较低危MDS患者可选用甲基转移酶抑制剂治疗。地西他滨20 mg·m^−2^·d^−1^连续5 d方案是主要的推荐方案[@b6]。较低危MDS患者中地西他滨给药剂量的研究相对较少，Garcia-Manero等[@b7]发现小剂量地西他滨治疗较低危MDS患者有效。我们设计本研究，比较地西他滨12 mg·m^−2^·d^−1^连续5 d方案治疗与支持治疗较低危MDS的临床疗效和安全性；同时检测了MDS相关15项基因突变情况，探讨基因突变对患者临床疗效和预后的影响。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：患者入组时间为2013年8月至2016年5月，入组标准：①年龄≥18周岁；②经过血细胞计数、骨髓形态学、骨髓活检、流式细胞术和细胞遗传学检查，诊断为低危/中危-1 MDS[@b5]；③IPSS评分≤1.0分；④ECOG评分0\~2分；⑤主要器官功能正常：血清胆红素≤50 µmol/L，血清ALT和AST≤2.5×正常上限（ULN），血清肌酐≤1.5×ULN。排除标准：①肝肾功能明显异常，超出入组标准；②有严重心脏病史，包括心肌梗死、心功能不全3\~4级；③已知HIV的血清学反应为阳性；④预期寿命小于3个月；⑤曾接受过阿扎胞苷、地西他滨治疗或者曾行造血干细胞移植；⑥妊娠或哺乳期患者；⑦同时有其他脏器恶性肿瘤；⑧研究者判断不能纳入者；⑨低增生性MDS。本研究参与医院包括浙江大学医学院附属第一医院、浙江省立同德医院、浙江省诸暨市人民医院、浙江省嘉兴市第一医院。研究获得浙江大学医学院附属第一医院及四川大学华西医院伦理委员会批准，所有患者自愿接受治疗并签署知情同意书。

2．治疗方案：依据患者的病情及治疗意愿进行分组，分为小剂量地西他滨组和支持治疗组，每组31例。小剂量地西他滨组采用地西他滨12 mg·m^−2^·d^−1^，第1\~5天，每4周1个疗程，至少2个疗程评估疗效。骨髓抑制时间长或者出现严重并发症的患者延长给药周期，骨髓增生程度恢复至基线水平开始下1个疗程治疗。支持治疗组患者予以成分血输注、造血因子（十一酸睾酮、EPO）、免疫调节剂（沙利度胺、来那度胺）、免疫抑制剂（环孢素A）、祛铁剂（去铁胺、地拉罗司）等支持治疗。红细胞输注：一般在HGB\<60 g/L或伴有明显贫血症状时输注红细胞。老年、代偿反应能力受限、需氧量增加者，可放宽输注指征。血小板输注：出血倾向明显者，输注指征为PLT\< 20×10^9^/L；病情稳定者输注指征为PLT\<10×10^9^/L。在中性粒细胞减少且有潜在感染的患者中可以短期使用G-CSF。

3．MDS相关15项基因检测：取MDS患者初诊时骨髓液，分离单个核细胞，用DB-S DNA抽提试剂盒（日本KURABO公司产品）提取基因组DNA，DNA样品送至武汉康圣达医学检验所有限公司完成DNA测序分析。检测基因包括：SF3B1、SRSF2、U2AF1、DNMT3A、IDH1、IDH2、TET2、TP53、RUNX1、NRAS、EZH2、JAK2、CBL、ETV6、ASXL1。

4．疗效及不良反应评价标准：本研究主要评价终点是总有效率（ORR），次要评价终点是无进展生存（PFS）和输血需求。参照MDS的IWG疗效评判标准[@b8]，包括完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、骨髓完全缓解（mCR）、血液学改善（HI）、疾病稳定（SD）、治疗失败，其中治疗失败包括治疗期间死亡或病情进展，表现为血细胞减少加重、骨髓原始细胞比例增高或较治疗前发展为进展的FAB亚型。ORR为CR、PR、mCR、HI之和。以至少2个疗程地西他滨或2个月支持治疗后患者达到的最佳反应来进行疗效分析。不良反应评价包括3个月内病死率、3\~4级血液学毒性和非血液学毒性，根据美国国立癌症研究院通用CTCAE v3.0标准判定。

5．随访：随访时间从疾病确诊时起，至2016年7月24日止。随访资料来源于患者的门诊、住院病历资料及电话随访记录。对随访期间死亡的病例，依病历记录和（或）患者家属电话联系加以确认。PFS时间为从治疗开始至疾病进展、复发或死亡的时间。

6．统计学处理：采用SPSS 22.0软件进行数据统计分析。计数资料比较采用*χ*^2^检验或Fisher精确概率检验。单因素生存分析采用Kaplan-Meier检验，患者ORR和PFS方面的多因素分析分别采用Logistic回归和Cox比例风险回归模型来调整多种相关因素的影响。所有统计分析以双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床资料：62例患者中，可评估患者51例，其中地西他滨组24例，支持治疗组27例；未评估例数11例，其中治疗周期未满2个疗程患者6例，尚未能到达疗效评估点。5例脱漏（脱漏率8%），包括因地西他滨1个疗程治疗后出现严重不良反应而终止治疗4例，因MDS继发脑出血死亡1例。51例可评估患者的中位年龄为60岁，两组患者的临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。有染色体检测结果的患者共49例，根据IPSS分组，低危组4例，其中地西他滨组1例，支持治疗组3例；中危-1组45例，其中地西他滨组21例，支持治疗组24例。根据低风险预后评分系统（LR-PSS）分组，LR-PSS 2级（评分3\~4分）共27例，其中地西他滨组9例，支持治疗组18例；LR-PSS 3级（评分5\~7分）有22例，其中地西他滨组13例，支持治疗组9例。

###### 小剂量地西他滨组与支持治疗组骨髓增生异常综合征患者临床资料比较\[例数（%）\]

  临床特征             地西他滨组（24例）   支持治疗组（27例）   *χ*^2^值   *P*值
  -------------------- -------------------- -------------------- ---------- -------
  性别                                                           0.081      0.776
   男                  16（66.7）           19（70.4）                      
   女                  8（33.3）            8（29.6）                       
  诊断至治疗间隔时间                                             0.908      0.341
   ≥3个月              5（20.8）            3（11.1）                       
   \<3个月             19（79.2）           24（88.9）                      
  年龄                                                           0.134      0.714
   ≥60岁               13（54.2）           16（59.3）                      
   \<60岁              11（45.8）           11（40.7）                      
  ANC                                                            0.316      0.574
   ≥0.5×10^9^/L        18（75.0）           22（81.5）                      
   \<0.5×10^9^/L       6（25.0）            5（18.5）                       
  HGB                                                            0.316      0.574
   ≥100 g/L            6（25.0）            5（18.5）                       
   \<100 g/L           18（75.0）           22（81.5）                      
  PLT                                                            0.017      0.895
   ≥50×10^9^/L         12（50.0）           13（48.1）                      
   \<50×10^9^/L        12（50.0）           14（51.9）                      
  骨髓原始细胞比例                                               2.700      0.100
   0.040\~0.090        17（70.8）           13（48.1）                      
   \<0.040             7（29.2）            14（51.9）                      
  是否输血依赖                                                   0.253      0.615
   是                  15（62.5）           15（55.6）                      
   否                  9（37.5）            12（44.4）                      
  WHO分型                                                        3.529      0.186
   RCUD                2（8.4）             4（14.8）                       
   RCMD                5（20.8）            11（40.7）                      
   RAEB-1              17（70.8）           12（44.5）                      
  染色体核型                                                     2.131      0.441
   预后良好            20（83.4）           25（92.6）                      
   预后中等/预后不良   2（8.3）             2（7.4）                        
   无法评估            2（8.3）             0                               
  IPSS评分                                                       2.593      0.287
   低危                1（4.2）             3（11.1）                       
   中危-1              21（87.5）           24（88.9）                      
   无法评估            2（8.3）             0                               
  LR-PSS评分                                                     5.135      0.038
   1级（评分0\~2分）   0                    0                               
   2级（评分3\~4分）   9（37.5）            18（66.7）                      
   3级（评分5\~7分）   13（54.2）           9（33.3）                       
   无法评估            2（8.3）             0                               
  基因突变                                                       3.610      0.204
   阳性（除SF3B1）     8（33.3）            8（29.6）                       
   阴性                16（66.7）           15（55.6）                      
   单独SF3B1阳性       0                    4（14.8）                       

注：ANC：中性粒细胞绝对计数；RCUD：难治性血细胞减少伴单系发育异常；RCMD：难治性贫血伴多系发育异常；RAEB-1：难治性贫血伴有原始细胞过多1型；IPSS：国际预后评分系统；LR-PSS：低风险预后评分系统

2．疗效评价：地西他滨组有24例患者治疗达到2个疗程以上，其中治疗3个疗程患者共13例，治疗4\~6个疗程患者共6例。该组的支持治疗以成分血输注为主，其中2例患者联合了EPO治疗。支持治疗组27例患者除接受成分输血支持外，多以十一酸睾酮联合治疗，共计14例，其中5例还联合沙利度胺，3例联合EPO，3例联合复方皂矾丸，1例联合维甲酸，1例联合糖皮质激素，1例联合环孢素A。来那度胺联合EPO 1例。单用十一酸睾酮治疗1例，单用EPO 3例，单用环孢素A 3例。结果显示，地西他滨组ORR 66.7%，其中CR率为25.0%，mCR/HI率为41.7%；支持治疗组ORR 29.6%，其中CR率为3.7%，mCR/HI率为25.9%。地西他滨组ORR高于支持治疗组（*χ*^2^=6.996，*P*=0.008）。地西他滨组脱离输血依赖的比例为46.7%（7/15），支持治疗组为33.3%（5/15）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 小剂量地西他滨组与支持治疗组疗效比较

  组别         例数   疗效\[例数（%）\]   脱离输血依赖\[阳性例数/总例数（%）\]                                                                      
  ------------ ------ ------------------- -------------------------------------- ------------ ------------ ----------- ------------- -------------- --------------
  地西他滨组   24     16（66.7）^a^       6（25.0）                              10（41.7）   7（29.1）    1（4.2）    4/8（50.0）   4/10（40.0）   7/15（46.7）
  支持治疗组   27     8（29.6）           1（3.7）                               7（25.9）    14（51.9）   5（18.5）   1/5（20.0）   5/13（38.5）   5/15（33.3）

注：CR：完全缓解；mCR：骨髓缓解；HI：血液学改善；SD：疾病稳定。^a^与支持治疗组比较，*P*\<0.05

对性别、年龄是否≥60岁、诊断至治疗的间隔时间是否≥3个月、ANC、HGB、PLT、骨髓原始细胞比例是否≥0.040、IPSS分组、IPSS细胞遗传学分组、是否输血依赖、治疗分组及基因是否突变等因素对疗效的影响进行单因素分析。结果显示，年龄和治疗分组2个因素对疗效影响显著：年龄\<60岁组患者ORR高于年龄≥60岁组（68.2%对31.0%，*P*=0.010）；地西他滨组患者ORR高于支持治疗组（66.7%对29.6%，*P*=0.008）。进一步多因素分析显示，治疗分组和年龄均为影响疗效的独立预后因素（*OR*=0.173，95%*CI* 0.046\~0.657，*P*=0.010；*OR*=0.173，95% *CI* 0.045\~0.661，*P*=0.010），地西他滨治疗组和年龄\<60岁的预后好于支持治疗组和年龄≥60岁患者。

3．生存分析：地西他滨组患者中位PFS时间较支持治疗组明显延长（未达到对13.7个月，*P*=0.037）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。单因素分析显示，年龄、治疗分组以及基因突变3个因素对PFS影响显著：年龄\<60岁组患者中位PFS时间长于≥60岁组（未达到对10.3个月，*P*=0.001）；地西他滨组患者中位PFS时间长于支持治疗组（未达到对13.7个月，*P*=0.037）；基因突变阴性患者中位PFS时间长于突变阳性（除单纯SF3B1阳性）者（18.5个月对9.2个月，*P*=0.008）。多因素分析显示，地西他滨治疗和年龄\<60岁是延长PFS的独立预后因素（*OR*=3.485，95% *CI* 1.242\~9.779，*P*=0.018；*OR*=4.433，95%*CI* 1.278\~15.373，*P*=0.019）。

![小剂量地西他滨治疗较低危骨髓增生异常综合征患者与支持治疗组无进展生存比较](cjh-38-04-307-g001){#figure1}

4．分子遗传学异常与疗效和生存的相关性分析：51例患者中染色体核型异常者共6例。地西他滨组3例：1例20q−，未检测到基因突变；1例+8，未检测到基因突变；1例-11，+mar，伴有TET2基因突变。支持治疗组3例：1例20q−，伴有SRSF2基因突变；2例+8，1例未检测到基因突变，1例伴SF3B1基因突变。

MDS相关15项基因突变检测结果发现，至少1例患者存在SF3B1、SRSF2、U2AF1、DNMT3A、IDH1、IDH2、TET2、EZH2、ASXL1、RUNX1突变，未检测到TP53、ETV6、JAK2、CBL和NRAS突变。51例患者中检测到基因突变阳性的患者有20例（20/51，39.2%），其中地西他滨组8例，支持治疗组12例，4例单独SF3B1突变患者均在支持治疗组。根据基因突变结果将患者分3组：单纯SF3B1阳性组（4例），基因突变阳性（除单纯SF3B1阳性）组（16例），基因突变阴性组（31例）。生存分析显示单独SF3B1阳性组中位PFS时间最长。基因突变阳性（除单纯SF3B1阳性）的患者与突变阴性组相比，ORR未见明显统计学意义（37.5%对58.1%，*P*=0.181），而中位PFS时间显著缩短（9.2个月对18.5个月，*P*=0.008）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。基因突变阳性（除单纯SF3B1阳性）患者中，支持治疗组无一例（0/8）有效，而地西他滨组8例中6例有效。

![基因突变对骨髓增生异常综合征患者无进展生存的影响](cjh-38-04-307-g002){#figure2}

5．安全性分析：24例地西他滨治疗的患者中，血细胞减少及感染为最主要的不良反应。3\~4级中性粒细胞减少、血小板减少和贫血的发生率分别为45.8%（11/24）、37.5%（9/24）、33.3%（8/24），3\~4级感染发生率为33.3%（8/24）。1例患者3个月内死亡，该患者在第2个疗程结束后并发脑梗死死亡。至随访终止，地西他滨组4例CR后行异基因造血干细胞移植，均存活；5例疾病进展或稳定而更换治疗方案；1例于治疗结束后疾病复发出现并发症（出血）而死亡。支持治疗组中，10例疾病进展或稳定而更换治疗方案；3例死亡，死因分别为多器官衰竭、败血症及消化道出血。

讨论 {#s3}
====

较低危MDS患者治疗策略一般以支持治疗为主。美国FDA已批准伴有del（5q）的较低危患者使用来那度胺，其他还包括成分输血、造血刺激因子、免疫抑制剂、祛铁等支持方案，甲基转移酶抑制剂通常在上述治疗无效时推荐使用。MD Anderson肿瘤中心提出了用于评估较低危MDS预后的LR-PSS积分系统，将预后分为1、2、3级，分级越高的患者生存时间越短，转为白血病的风险越高，其中3级患者占较低危患者约1/3，生存预后相当于IPSS中危-2型[@b9]。因此，较低危MDS尽管骨髓原始细胞比例低，有高危因素的患者仍需积极治疗。较高危MDS患者应用地西他滨比传统化疗药更为安全有效[@b10]--[@b12]，而地西他滨在较低危MDS患者中研究较少。Lee等[@b12]和Jabbour等[@b13]发现标准5 d方案应用于较低危患者，有效率分别为50%（26/52）和36%（158/438）。一项减剂量地西他滨（20 mg·m^−2^·d^−1^，第1\~3天或20 mg·m^−2^·d^−1^，第1、8、15天）的Ⅱ期临床试验中，65例较低危MDS患者的ORR达23%，约65%患者脱离输血依赖，证实了减剂量地西他滨治疗较低危患者的有效性[@b7]。一般地西他滨治疗初始起效的疗程数为2个疗程。本研究我们分析了至少接受2个疗程小剂量地西他滨治疗后的疗效，CR率为25%，ORR为66.7%。Jabbour等[@b13]回顾分析了438例较低危MDS患者发现，应用地西他滨的患者疾病进展率低（8%），治疗失败的290例患者中77%仍处于较低危状态，无转变中位生存时间为15个月。本组研究结果显示，同支持治疗组相比，小剂量地西他滨组患者疾病进展率低（12.5%对40.7%），中位PFS时间明显延长（未达到对13.7个月）。

随着基因组测序工作的广泛开展，在MDS患者中约40余种突变基因被发现，最常见的包括：TET2、SF3B1、ASXL1、DNMT3A、SRSF2、RUNX1、TP53、U2AF1、EZH2、ZRSR2、STAG2、CBL、NRAS等。Haferlach等[@b14]发现TP53、EZH2、ETV6、RUNX1、ASXL1中任何一项基因突变可致中低危MDS患者的生存时间明显缩短，这5种基因突变是影响MDS患者生存的独立预后因素[@b14]--[@b15]。显示预后不良的突变基因还有DNMT3A、SRSF2、U2AF1、CBL、PRPF8、SETBP1、KRAS，单纯SF3B1阳性患者一般预后较好[@b14]--[@b20]。本研究我们检测了MDS相关15项基因突变，分析了突变基因对患者疗效和生存的影响。51例可评估患者中20例突变阳性，突变阳性的基因有SF3B1、SRSF2、U2AF1、DNMT3A、IDH1、IDH2、TET2、EZH2、ASXL1、RUNX1，所有患者均检测到TP53、ETV6、JAK2、CBL和NRAS突变。4例单纯SF3B1阳性，均在支持治疗组。基因突变阳性（除单纯SF3B1阳性）的16例患者中，中位PFS时间为9.2个月，相对单纯SF3B1阳性和基因突变阴性（18.5个月）患者明显缩短，其中应用地西他滨治疗的8例患者中6例有效，而支持治疗组无一例有效，表明地西他滨可能使基因突变阳性患者获益。

我们观察了小剂量地西他滨在较低危MDS患者中的不良反应。3\~4级非血液学不良反应中，感染是最常见不良反应，发生率为33.3%。3\~4级血液学不良反应主要为中性粒细胞减少（45.8%）。Garcia-Manero等[@b7]在连续3 d地西他滨20 mg·m^−2^·d^−1^的研究中观察到40%患者出现3级以上不良反应，其中3\~4级中性粒细胞减少发生率为29%。Lübbert等[@b21]在15 mg/m^2^每8 h 1次给药3 d方案的研究中发现，粒细胞缺乏感染发生率为47.5%，感染发生率约57%。本研究中小剂量地西他滨的不良反应发生率相对较低，可能与地西他滨剂单次给药剂量和总剂量减少有关。

综上所述，本研究小系列患者初步结果显示，小剂量地西他滨应用于较低危MDS患者，相比支持治疗，可能改善患者输血依赖，对于基因突变阳性的患者也可获益，不良反应可控。由于地西他滨在较低危MDS患者中的临床疗效尚不确切，本研究纳入例数少，为非前瞻性非随机对照设计，且地西他滨疗程短，这些因素有可能给研究结果带来偏倚，因此，小剂量地西他滨应用于较低危MDS患者的确切临床意义需前瞻性大样本临床试验进一步明确。
